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Abstract Of EP0228975 

This mixture of lactic antibacteriophage antibodies is obtained by the Immunisation of animals with the aid 
of antigens consisting of serotypes of lactic bacteriophages encountered in nature or in the laboratory and 
active against the mesophilic and thermophilic lactic bacteria such as lactic Streptococci, Lactobacilli, 
Pediococci and Leuconostocs. The invention also relates to its applications as a curing and neutralising 
agent in biological media such as milks or bacterial cultures initially contaminated by bacteriophages and 
to its applications for the immunological detection of the bacteriophages present in a contaminated 
medium {yeast milk, lactoserum, and the like). 
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® Melanae d entlcorps speefflques des bacteriophages da bacteries I actlq u es et applications a to detection et a la 
neutral tut ion desdtts bacteriophages. 

Ce melange d'anticorps a rrt I- bacteriophages lactiques 
est obtanu par immunisation d'anrmaux a I'eide d'antrgenes 
constitues par das s6rotypes ds bacteriophages lactiques 
rencontres dans la nature On on laboratoire et ectrfs contra las 
bacteries lactiques meeophiles et thermophiles talias que les 
Streptocoques lactiques. les Uctobeciiles. les Pediocoques 
et les Leuconostocs, 

L'invention concerne egalement sas applications 8 tltre 
curatif et neutralism dans les milieux bioloojques tela que 
les laits ou les cultures bacterlennee initials me nt con- 
taminees par les bacteriophages, ainsi que ses applications a 
la detection imrnunologique des bacteriophages presents 
dans un mifieu contamine flevaln, lait, lacto-serum, etc.). 
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MELANGE D'ANTICORPS SPECIFIQUES DES BACTERIOPHAGES 
DE BACTERIE5 LACTIQUES ET SES APPLICATIONS 
A LA DETECTION ET A LA NEUTRALISATION 
DESDITS BACTERIOPHAGES 

La presente invention concerne un melange d'anticorps speeifiques 
des bacteriophages de bacteries lactiques et les applications de ce melange 
a ia detection et a la neutralisation desdits bacteriophages. 

Les aliments fermentes, tels que le pain et le vin, constituent 
depuis des siecJes, une des bases essentielles de I'alimentation humaine. 

L'obtention des aliments fermentes fait intervenir des micro- 
organismes tels que les Jevures et les batteries qui utilisent et transformer 
ies substrats carbones des matieres prfnnrrt-s en metabolites divers comme 
J'alcool et J'acide Jactique ; e'est ainsi que les bacteries lactiques, telles 
que Streptocoques lactiques, Laciobacillos, Pediocoques et Leuconostocs, 
J 5 responsablcs de la fermentation Jactique, transformed, par fermentation, 
les sucres tels que Je lactose en acide Jactique, et conferent aux aliments 
fermentes des qualites organo-leptiques et aJimentaires fortement amelio- 
rees et souvent nouvelles. 

Les bacteries Jactiques interviennenf ainsi dans la fabrication de 
nombreux produits alimentaires tels que les salaisons et les conserves, les 
marinades, les choucroutes, Jes fromages, les vins ainsi que dans l'obtention 
dc divers produits fermentes partieuliers a certains pays. 

Le succes des fabrications industrielles de ces aJiments depend 
done etroitement de la bonne conduite du processus de fermentation 
25 lactique im-meme lie a une vitajite suffisante des souches bacteriennes 
utilisers. 

IJ arrive cependant que ces souches bacteriennes (genre Strepto- 
ccocus, genre Lactobacillus, genre Pediococcus, genre Leuconostoc) soient 
attaquees et detruites par des virus bacteriophages, ce qui aboutit a un 
accident ou a une absence de fermentation et qui entraTne, par la meme, 
des irregularites de fabrication et des dcclassements de production aux 
consequences econom'iques importantcs. 

Dans l'industrie laitiere, divers procedes de Jutte contre les 
attaques phagiques des bacteries lactiques ont ete proposes avec des succes 
divers et irreguliers (milieux de culture carences en tryptophane, utilisation 
dc melanges de souches bacteriennes a sensibilite variable vis-a-vis des 
phages, etc.). 
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A J'heure actuelle, Jes accidents de fabrications fromageres impu- 
tables a des infections phagiqucs des levains lactiques continuent a survenir 
et entralnent des pertes economiques importantes* 

D'autre part, i'absence de test specif ique approprie a une de- 
5 tection precoce, rapide, simple et liable de contaminants bacteriophagiques 

dans les levains et dans les matieres premieres explique et entretient les 
difficultes actuelles des fabrications de produits lermentes* 

La presente invention s'est donne pour objet la mise au point d f un 
materiel et d'un procede de detection utilisables industrielJement dans Je 
10 controJe des matieres premieres et dans Jes suivis de fabrication, ainsi que 
la mise au point d'un produit et d'un procede utilisables dans la lutte contre 
les bacteriophages lactiques. 11 s'agit, la, en effet, de voles nouvelles de 
progres technique et, economique susccptibles de satisfaire rapidement Jes 
besoins actuels des industriels* 
J 5 Un test de diagnostic decrit dans le EIVA-0 1^3 107 utilise des 

antigenes bacteriens deposes ou couples sur les parois des puits de la plaque. 
Le phage est utilise dans un premier temps, comme marqueur specifique de 
cet antigene bacterien* Dans un deuxieme temps, un ou deux anticorps 
antiphage sont utilises pour reveler la fixation et pour identifier indirec- 
20 icment Tantigene bacterien, 

Ce procede utilise done Jes phages pour detecter des antigenes 
bacteriens, ces antigenes etant eux-memes reveles dans un deuxieme temps 
par un ou deux anticorps greffes a une enzyme. 

L'invention concerne un melange d'anticorps specifiques de bac- 
25 teriophages de bacteries lactiques des genres 5treptocoque, Lactobacilie, 

Pediocoque et Leuconostoc, ainsi que ses applications a la detection et a la 
neutralisation desdits bacteriophages. 

Ainsi, selon Pinvention, Je phage n'est plus un outil de detection, 
mais constitue, par contre, Tantigcne recherche grace a 1'anticorps mono- 
30 clonal correspondant. 

II convient de souJigner que ces anticorps monocionau* sont 
specifiques de tous Jes bacteriophages de bacteries lactiques pouvant £tre 
rencontres dans la nature, C'est Ja un des aspects nouveaux et originaux de 
la presente invention, etant entendu que jusqu'a present, les publications 
35 faites dans ce domaine, concernent soit certaines souches de phages de 
Streptocoque lactique, soit certaines souches de phages de Lactobacilie. 

Seul un travail fondamental approfondi a permis de classer les 
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differents groupes de phages rencontres dans la nature, d'identifier des 
antigcnes specifiques de ces groupes, et de preparer les anticorps mono- 
cJonaux correspondants. Ceci constitue unc difference et un progres impor- 
tant par rapport au* publications anterieurcs. 

5 En effet, Kim Y*K- et a), Sanop Misaengmul Hakhoechi, 1985, 

13(3), 265-71 cite dans Chemical Abstracts, vol.103, N°25, 23 decembre 
19S5, pa^es t+9k-U95 - resume N° 2 J 058-2, proposent une classification des 
bacteriophages strictement limitee aux souches de Lactobacillus casei S-J- 
L'articie de Bucholc et al dans Med. Dosw. Mikrobiol 27(b) 

10 379-387, 1975, cite dans Biological Abstracts, vol 62, 15 aout 1976, page 
1973, resume N° 19956 concerne la vaccination de bovins contre des phages 
obtenus a partir dc Streptococcus lactis, Streptococcus diacetyliactis et 
Streptococcus cremoris ; on otudie les differentes modalites d'immunisat ion 
pour obtcnir des anticorps actifs dans le lait de fagon a lutter contre les 

15 infections phagiques durant la fabrication des fromages- 

Compte-tenu de la date de cette publication et bien qu'aucune 
precision no soit apportee sur la nature des groupes phagiques contenus dans 
les antigenes de phages de Streptocoque utilise, on peut estimer que les 
phages utilises cornme antigenes dans cette etude ne representaient pas 

20 I'ensembie des groupes* 

Or, PJnventeur, apres un travail de recherche fondamentale, a 
isole trois groupes dc? phages, biochimiquement et genetiquement differents, 
pour Jes Strcptocoques mesophites ; ces trois groupes de phages constituent 
trois groupes d'antigenes. En outre, dans le melange de serums, objet de la 

25 presentc invention, on utilise aussi les phages prepares chez les Streptoco- 
ques thcrmophiles (Streptococcus thermophilus), ainsi que chez les Lacto- 
bacilles (Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus et Lactobacillus 
lactis)- 

Les immuno-globulines ainsi obtenues sont poJyspecifiques et ac- 
30 tives contre tous Jes phages de bacteries lactiques (Streptococcus lactis, 
cremoris, diacetyliactis, thermophilus, Lactobacillus lactis, bulgaricus, hel- 
veticus...). Cela n'etait pas le cas des preparations d'anticorps faites en 
laboratoire jusqu'a ce jour. Ce melange d'anticorps specifiques et poiyva- 
lents permet, par ailleurs, soit le traitement des ferments lactiques dans 
35 unc etape de serotherapie in vitro lors de la fabrication de ces memes 
ferments lactiques, soit le traitement des cuves de fermentation fromagere 
par adjonction au moment de la fabrication du fromage. Le mode 
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d'utilisation de ces anticorps s'av^re done la aussi nouveau par rapport 

a i'acquis anterleur. 

Le melange d'anticorps anti-bacteriophages lactiques selon Pin- 

vention est caracterise en co qu f il est obtonu par immunisation d'animaux a 
5 Paide d'antigenes constitues par des serotypes de bacteriophages lactiques 

rencontres dans la nature ou en laboratoire et actiis contre les bacteries 

lactiques rnesophiles et thermophiles telles que les Streptocoques lactiques, 

les Lactobacillcs, les Pediocoques et les Leuconostocs. 

Selon un mode dc realisation prefere do ^invention, ies antigenes 
10 utilises dans ^immunisation sont constltues par un melange de I'ensemble 

des differents serotypes des bacteriophages actifs centre les bacteries 

lactiques telles que les Streptocoques lactiques, Lactobacilles, pediocoques, 

Leuconostocs. 

Avantageusement, les, antirorps sont polyspecifiques vis-a-vis des 
15 phages des bacteries lactiques, de nature polyclonale et obtenus par 
immunisation des ovides, caprides, bovides, et rongeurs. 

Selon un autre mode de realisation, les anticorps sont de nature 
monoclonale et obtenus a partir de murides. 

Les anticorps obtenus apres immunisation, prelevement et saignee 
20 d'animaux, sont ensuite fractionnes et litres en vue d'obtenir une prepa- 
ration a haut titre neutraiisant vis-a-vis des bacteriophages des bacteries 
lactiques. 

^invention conrerne egalement 1'utilisation du melange d'anti- 
corps ainsi obtenus a titre curatif et neutraiisant dans les milieux bioio- 
25 giqucs telb que les laits ou les cultures bacterienncs initialement conta- 
minoes par les bacteriophages. 

L'invontion concerne enfin J'inilisation dudit melange d'anticorps 
dans la detection immunologiquc des ba< tcriopfiagcs presents dans un milieu 
contamine (Jevain, lait, lacto-scrum, cic.m)« 
30 La presente invention sera micux comprise et ses avantages 

ressortiront bien des exemples qui Piilustrent, sans nuilement la iimiter. 

Exemple 1 s Preparation d'un melange d'anticorps polyclonaux 

a nti -bacteriophages lactiques a usage curatif 

L'un des produits de 1' invention est constituo par un melange 
35 d'anticorps de bovins immunises contre ics bacteriophages des bacteries 
lactiques (bacteriophages specifiques de Streptocoques lactiques, bacterio- 
phages specifiques de Lactobacilles, bacteriophages specifiques de Pedio- 
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coques, bacteriophages specifiques de Leuconostocs) obtcnus et utilises 
commc suit i 

a) Preparation du melange d'antigenes 

SeJon J'invention, on utilise pour obtenir des anticorps polyspeci- 
5 fiques, des antigenes d' immunisation constitues par un melange de 1'en- 

sembJc des differents serotypes de bacteriophages lactiques existant sojt 
dans les collections officielles, soit dans la nature (levains lactiques, laits, 
lacto-serums, etc*..), 

Ces differents serotypes viraux constituent Jes antigenes et sont 
10 obtenus par multiplication sur des souches de bacterics lactiques produe- 
trices en phase cxponentielle de multiplication infectees a raison de dix 
phages par bactcrie. 

A la fin du cycle lytiquc, Je milieu de culture est centrifuge a 
temperature ambiante a 1 5Q0 g pendant quin2e minutes en vue de 
15 sedimenter Jes debris des corps bactorjens lyses. 

Le surnageant contenant Ja suspension virale est ensuitc concentre 
dix fois par ultra-filtration par exemple sur membrane Milliporc a seuil de 
coupure 100 000. 

Le concentre virai ainsi obtenu est aiors ultra-centrifuge sur 
20 gradient de saccharose* 

Le precipite viral purifie est dialyse contre de Teau distiilee afin 
d'eliminer 1c saccharose et il constitue la preparation enrichie, purifiee 
d'antigenes titrant generaiement 10 11 particules virales par ml. 

b) Preparation du melange d'anticorps 

25 Des bovins aduhes, en bonne sante, indemnes de maladies infec- 

tieuses, vaccines contre la fievre aphteuse, de preference de race homo- 
gene, sont utilises pour Immunisation* 

CeiJe-ci est entreprise par injection par voie sous-cutanec de 10 
mJ du melange d'antigenes viraux adjuves a volume egal par un melange 
30 d'hydroxydo d'alumine et de saponine, 

Les bovins resolvent des injections de rappel par voie sous cutanee 
Jes dixieme t vingtieme, trentieme et quarantieme jours suivants* 

Us sont ensuite abattus et leur sang est recueiiJi sur solution 
anti-coagulante puis centrifuge sur decanteuse en vue d'obtenir le plasma. 
35 Celui-ci peut aJors etre fractionne par les techniques classiqucs 

chimiques en vue de i'obtention d r immuno-globulines purifjees (on peut, par 
exempJe, utiliser un fractionnement par une solution de sulfate d'amonium 
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saturo). 

Les immuno-globulines diaiysee:. et purifiees ainsi obtenues sont 
conccntrees par ultra-filtration sur membrane b scuil de coupure de 20 000 
puis elles sont filtrees et stabiliseos en solution a 100 grammes par litre. 

L'activite biologique de cette preparation est alors determinee par 
neutralisation in vitro sur un melange Streptocoques lactiques/bacterio- 
phages ct sur un melange lartobacilles/barteriophages. 

Le titre inhibiteur do la preparation dans ces systemes atteint 
gcneralement 1 000 unites neutralisantes par ml d'anticorps. 

La preparation peut egalement etre stabiliser par lyophilisation. 
e) Utilisation 

Ce melange d'anticorps anti-bacteriophages est utilise comme 
additif neutralisant et curatif par adjonction dans les laits de vache destines 
U la fabrication fromagerc e, contamines par des bacteriophages. II don, 
dan. ce cas, etre obligatoiretnent compose de prolines homologues a 
1'especc qui a fourni le lait et doit repondre aux imperatifs do non tox.ote 
et d'activite des additils aiimentaires- 

Ce melange peut egalement etre utilise comme un additif curatif 
de fabrication lors de la preparation industrielle de levin! lactiques 

20 contamines par les bacteriophages. 

Exemple 2 : Preparation d'anticorps m onoclonaux anft-bactexiopnafies 

lactioues a usage diagnostic 

a) La preparation d'anticorps monoclonaux fait appel a I'immuni- 
sation de souris, par exemple de la lignoc Dalb/r, immunises a raison de 
25 0,1 ml, par voie intraperitoneal d'un melange de suspensions de d.fferents 
serotypes de bacteriophages lactiques obtenus dans les conditions de I'cxem- 
ple 1 (a). 

Les souris immunisees peuvent etre sacrifices 10 a 15 jours plus 
tard. Leur rate est prelev6e, dissoeicc et leurs lymphocytes sont fusionnees 
avec une lignec do myclome de souris, puis mis en culture, en 
micro-plaques, sur milieu HAT selectif. 

Apres plusieurs jours de culture, l'activite immunologique 
anti- P hages des surnageants est contr61ee et les clones producteurs d'anti- 
corps antl-phages sont re-isoles puis multiplies par ascite induite chez la 

35 souris. # 

Le liquidc d'ascite induite par les hybridomes secretants est alors 

recoite puis purifie par chromatographie d'affinite. 
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Les anticorps monoclonaux actifs contre les differents antigenes 
de bacteriophages sont alors melanges et utilises pour la labrication du test 
diagnostic. 

b) Utilisation 

5 Selon un exemple non Jimitatif, ces anticorps monoclonaux 

anti-bacteriophages lactiques sont greffes dans des concentrations optimaJes 
par reaction chimique a la glutar aldehyde sur des micro-biiles de polyacry- 
lamide metailisees (biiies de polyacrylamide metailisees contenant des 
particules de ier par exemple). 

10 Ces ^icro-bilJes a anticorps greffes sont utilisees pour fixer les 

antigenes bacteriophagiques eventueilement presents dans un Jait ou dans 
une culture de levains Contamines. 

La reaction antigenes-anticorps est ensuite mise en evidence par 
une reaction immuno-enzymatique simple ou amplifiee a J'aide d'un anti- 

15 corps anti-phages couple a une enzyme capable de degrader un substrat en 
fournissant une reaction coioree (reaction Elisa). 

Les differentes etapes de la reaction Elisa peuvent etre realisees 
de maniere simplifiee a Pusine grSce a un aimant qui accelere le contact et 
la separation des biiies de polyacrylamide metailisees et sensibilisees par les 

20 anticorps monocionaux. 

Ce test irnmunoiogique de type Elisa, fourni a titre d'exemple, 
peut aussi faire appej, dans Je cadre de Invention, a un melange d'anticorps 
anti-bacteriophages lactiques polyclonaux obtenus par exemple chez le Japin, 
le mouton ou le bovin, comme indique precedemmenx. 
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- REVENDICATIONS - 

1- Melange d'anticorps anti-bacteriophages lactiques, caracterise 
en ce qu ! il est obtenu par immunisation d'animaux a J'aidc d'antigenes 
constitues par des serotypes do bacteriophages lactiques rencontres dans la 

5 nature ou en Jaboratoire et actiJs contrc k»b bacteries lactiques mesophiies 
et thermophiles teJJes que Jes Sxrcptocoques> lactiques, les Lactobacilles, les 
Pediocoques et les Leuconostocs. 

2- Melange selon la revendication 1, caracterise en ce que Jes 
antigenes utilises dans J' immunisation sont constitues par un melange de 

10 I'cnsernble des differents serotypes des bacteriophages act if s contre les 
bacteries lactiques telles que les Streptocoqucs lactiques, Lactobacilics, 
Pediocoques, Leuconostocs. 

3- Melange selon la revendication 1 et Ja revendication 2, carac- 
terise en cc que les anticorps sont polyspecifiques vjs-a-vis des phages des 

15 bacteries lactiques, de nature polyclonal et en ce qu'Hs sont obtenus par 
immunisation des ovides, caprides, bovidei> f et rongeurs. 

4- Melange selon la revendication I et la revendication 2, carac- 
terise en ce que les anticorps sont de nature monodonale et on ce qu'iJs 
•;ont obtenus a partir de murides. 

20 5- Melange selon I'une queJco^qtJe des revindications 1 a ^, 

caracterise en ce que les anticorps obtenus apres immunisation, prelevement 
et saignee d'animaux, sont ensuiie fractionnes et titrcs en vue d'obtentr une 
preparation a haut titre neutralisant vis-a-vis des bacteriophages des 
bacteries lactiques* 

a." 6- Application a tttre curatif et neutralisant dans Irs milieux 

biologiques tols que les laits ou les cultures bactertennes imtialomcnt 
contaminces par les bacteriophages du melange scion i'une quelconque des 
revendications I a 5. 

7- Application 6 la detection inimunoJogique des bacteriophages 

30 presents dans un milieu contamine (Jevain, Jail, Jacto-serum, etc..) du 
melange seJon Tune queiconque des revendications 1 a 5, 
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